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ARTICULO ORIGINAL 
Prevalencia de anticuerpos antimaláricos en donantes del banco 
de sangre del Hospital Universitario San Vicente de Paúl de 
Medellín, Colombia 
Jhon M. Ortiz, José C. Humanez, Adriana L. Pabón, Sylvia Blair 
Resumen 
Se determinó la prevalencia de anticuerpos antimaláricos, tipo IgG, mediante la técnica 
de inmunofluorescencia indirecta (IFI), en 392 sueros de donantes voluntarios de sangre 
del Hospital Universitario San Vicente de Paúl, recolectados durante los meses de 
septiembre y octubre del año 1995 y mantenidos en congelación a -70 "C durante 36 
meses. La prevalencia de seropositividad fue de 1,8% (7 donantes), de los cuales, tres 
tenían el antecedente de haber vivido en zona endémica para malaria; de éstos, dos 
habían sufrido malaria, por lo menos, una vez en la vida; los cuatro donantes restantes 
no habían vivido en zona endémica para malaria ni tenían antecedentes de haberla 
padecido. Todos los donantes tuvieron gotas gruesas negativas para Plasmodium. 
Para tratar de reducir el riesgo de malaria transfusional, se recomienda informar en 
forma clara a los donantes sobre lasáreas endémicas para malaria en el departamento, 
complementar la encuesta que realizan los bancos de sangre con gota gruesa en todas 
las unidades de sangre que se vayan a transfundir y determinar anticuerpos antimaláricos 
en todos los donantes de riesgo con encuestas sospechosas y que puedan ser 
transmisores potenciales de Plasmodium. 
Palabras clave: malaria transfusional, anticuerpos antimaláricos, bancos de sangre. 
Antimalaric antibodies prevalence in blood donors at the,University Hospital"San ,, 
Vicente de Paul" in Medellin, Colombia 
Abstract 
The IgG type antimalaric antibodies prevalence was determined by immunofluorescence 
assay (IFA) in 392 serum samples of blood donors from University Hospital San Vicente 
de Paul Medellin,Colombia.The samples were collected during September and October, 
1995 and were stored at -70 "C.The seropositivity was 1.8% (7 donors); three of them 
had antecedents of living in a malaric endemic region, and two of them had suffered 
malaria at least once in their lifetime, while other four donors had neither lived in malaric 
endemic regions nor had antecedents of having suffered it. All the donors had negative 
thick blood smears for malaria parasites. We recommend to inform blood donors about 
the whereabouts of malaric endemic regions in Antioquia, as well as complernenting the 
blood banks survey with a thick blood smear screening for al1 units of blood that will be 
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transfunded, and to determine antimalaric antibodies in donors that may be suspected 
to be potential transmitters of Plasmodium, in order to reduce the risk of transfusional 
malaria. 
Key words: transfusional malaria, antimalaric antibodies, blood banks. 
Introducción 
La historia de la malaria transfusional data de 
1884, cuando Gerhardt demostró en dos sujetos 
que la malaria podía ser transmitida por 
inoculación de sangre (1). El primer caso de ma- 
laria como una consecuencia accidental de 
transfusión de sangre fue descrito por Woolsey, 
en 191 1. en los Estados Unidos. en un oaciente 
80% en pacientes sintomáticos y mucho menor 
en los asintomáticos, ya que éstos presentan 
parasitemias muy bajas, entre 1-2 parásitos mm3 
de sangre, por lo cual no se detectan fácilmente 
en gota gruesa, pero pueden alcanzar entre 
400.000 y 800.000 parásitos por unidad de 
sangre, cantidad suficiente para producir una 
infección post-transfusional (30). 
con anemia perniciosa, quien'desarrblló una En Colombia, 85% del territorio nacional es apto 
infección por Plasmodium vivax once días para la transmisión y 72% de la población está 
despuésderecibirsangre de un donante de quien en riesgo de enfermar de malaria (31). La 
no se conocían antecedentes de malaria (2). población en riesao malárico ha aumentado 
. . 
La incidencia de malaria transfusional (MT) varía considerablementeentre 1967 y 1997, pues a 
entre 0,25 casos por millón de unidades pesar del descenso en las muestras examinadas, 
transfundidas (Estados Unidos, Reino Unido) y que disminuyeron en un 29,3%, la infección 
más de 50 casos por millón en algunas regiones malárica aumentó en 580,8% y, específicamente, 
endémicas (3-5). la infección por Plasmodium falciparum en ese 
mismo período aumentó 468.9% (datos no 
La sangre almacenada entre 4 y 6 "C mantiene publicados) 
la viabilidad de los parásitos hasta por 14 días, 
aunque la mayoría de las infecciones trans- 
fusionales han ocurrido cuando la sangre ha sido 
almacenada menos de 5 días (6- 8). Además, el 
uso de adenina en la sangre como preservativo 
puede aumentar la supervivencia del parásito 
entre 25 y 40 días (9). 
En condiciones naturales, la infección malárica 
ocurre en el hombre cuando el plasmodio es 
transmitido por picadura de una hembra de 
anófeles infectada (6,10), pero, también, puede 
adquirirse por transfusión de productos 
sanguíneos parasitados, tales como sangre 
entera o glóbulos rojos empacados (1 1-17), 
concentrado de leucocitos (18), concentrado de 
plaquetas (19), plasma fresco (20,21), por 
exposición congénita (22), por empleo de agujas 
y jeringas contaminadas, en usuarios de drogas 
intravenosas (23, 24), mediante trasplantes de 
órgaqos (25-29) y por hemodiálisis (10). 
La gdta gruesa es el método de diagnóstico más 
utilizado en malaria; presenta una sensibilidad del 
En Antioquia, la infección malárica aumentó en 
un 1.068,8% durante este mismo período; 80% 
del territorio tiene condiciones especiales para la 
transmisión de la malaria y 29 de sus municipios 
(51 % del área geográfica del departamento) son 
de alto riesgo malárico. El 15,5% de la población 
antioqueña, o sea, alrededor de 720.000 perso- 
nas, habitan en áreas como el Bajo Cauca, Urabá 
y el Magdalena Medio, zonas donde las 
condiciones generadas por la violencia, como la 
pobreza y el desempleo, obligan a sus habitantes 
a desplazarse a las grandes ciudades, en espe- 
cial a Medellín. 
En Colombia son pocos los estudios de 
determinación de anticuerpos antimaláricos en 
donantes de sangre; sólo se conoce el realizado 
por el Instituto Nacional de Salud, en 1982, en el 
cual se encontró una positividad de 8,611.000 en 
las 3.1 14 muestras analizadas para anticuerpos 
antimaláricos (0,86%) por la técnica de ELlSA 
(32). En 1998, se publicó un estudio de tamizaje 
con gota gruesa para detectar Plasmodium sp. 
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llevado a cabo en seis bancos de sangre de seis 
departamentos de Colombia:Antioquia, Caquetá, 
Casanare, La Guajira, Guaviare y Putumayo, 
donde se realizaron 8.625 gotas gruesas a 
donantes de sangre y se encontró únicamente 
una gota gruesa positiva para malaria (prevalencia 
0,01%) (33), cifra que contrasta con la amplia 
distribución de la enfermedad; en esta publicación 
se hace referencia a otro estudio de tamizaje con 
gota gruesa en donantes, realizado en 
Bucaramanga en 1.800 donantes, que mostró una 
prevalencia de 0,32% (datos no publicados). 
Dado que el Hospital Universitario San Vicente 
de Paúl de Medellín (HUSVP) es un hospital de 
tercer nivel de atención que recibe pacientes de 
diferentes zonas geográficas de Antioquia y Co- 
lombia (muchas de ellas con presencia de ma- 
laria), el presente trabajo pretende determinar la 
prevalencia de anticuerpos antimaláricos, tipo 
IgG, mediante la técnica de inmunofluorescencia 
indirecta en algunos donantes de su banco de 
sangre. 
Materiales y métodos 
Este es un estudio piloto de tipo descriptivo y 
prospectivo. La población de estudio estuvo 
constituida por 392 donantes voluntarios 
procedentes de diferentes lugares del 
departamento de Antioquia, que acudieron al 
banco de sangre del Hospital Universitario San 
Vicente de Paúl (HUSVP) entre los días 7 de 
septiembre y 19 de octubre de 1995. El único 
requisito en relación con la malaria que exigía el 
banco de sangre en el año de 1995, era que la 
persona llevara, por lo menos, 4 meses por fuera 
de zona endémica. 
Previa autorización del director del banco de 
sangre y de cada uno de los donantes, se 
procedió a diligenciar una encuesta que incluía 
datos de edad, sexo, procedencia y permanencia 
en la zona endémica, tiempo transcurrido después 
de haber llegado de la zona endémica y 
antecedentes maláricos. 
Concomitantemente con la extracción de sangre 
por punción venosa para la donación, se tomaron 
5 ml de sangre en un tubo estéril sin 
anticoagulante, debidamente marcado con el 
código de cada donante; el suero se separó 
mediante centrifugación a 3.000 rpm durante 5 
minutos y luego fue almacenado a -70 "C hasta 
el momento de hacer la inmunofluorescencia 
indirecta (octubre de 1998). 
Para realizar el diagnóstico de malaria se hicieron 
dos gotas gruesas por donante, que se 
colorearon por el método de Field (34); el informe 
contempló la especie de Plasmodium y el 
recuento de parásitos/mm3 según la metodología 
utilizada en el Laboratorio de Hemoparásitos de 
la Facultad de Medicina de la Universidad de 
Antioquia (35). La placa se examinó con un 
objetivo de IOOx en todos sus campos. El 
resultado se consideró positivo cuando se 
observó más de una forma de Plasmodium y se 
valoró como negativo cuando no se encontraron 
parásitos en 100 campos microscópicos. 
lnmunofluorescencia indirecta (IFI) 
La técnica empleada se basó en la descrita por 
Hiimans et al. (36). 
Antígeno. El antígeno se obtuvo a partir de 
cultivos continuos de P falciparum cepa FCB-2, 
proveniente del Laboratorio de Hemoparásitos de 
la Universidad de Antioquia, siguiendo la técnica 
deTrager y Jensen (37), luego se sincronizó para 
la obtención de esquizontes por el método de sor- 
bitol(38). Ladilución del antígeno se realizó hasta 
obtener un promedio de 20 a 25 parásitos/campo; 
20 VI de la dilución de antígeno se dispensaron 
en cada uno de los pozos de las láminas para IFI 
y se dejaron secar a temperatura ambiente 
durante dos días para permitir una mejor fijación 
del antígeno. Con el antígeno empleado, es 
posible detectar anticuerpos de cualquiera de las 
cuatro especies de Plasmodium infectantes en el 
hombre, pero con títulos más bajos si se compara 
con los títulos que se obtienen cuando se usan 
antígenos homólogos. 
Conjugado. Se utilizó gammaglobulina anti-lgG 
humana marcada con fluoresceína, a una dilución 
de 1 :8C (Biomerieux). 
Sueros. Los sueros problema se descongelaron 
dejándolos a temperatura ambiente y, luego, se 
diluyeron en tampón de fosfato (PBS), pH 7,17, a 
partir de una dilución de 1 :16. Se utilizaron dos 
tipos de sueros controles: uno negativo, obtenido 
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de una persona que nunca había padecido de 
malaria, y otro positivo, de una persona con 
infección malárica comprobada y con título de 
anticuerpos de 1 :256. 
Procedimiento. Se diluyeron los sueros en 
tampón de fosfato (PBS) a partir de una dilución 
de 1 :16 y se transfirieron 20 VI de cada dilución 
de los sueros a las Iáminas que contenían el 
antígeno. Después de incubar durante 30 minutos 
a 37 "C, las placas se lavaron dos veces con PBS 
durante cinco minutos cada vez y se dejaron secar 
a temperatura ambiente; luego, se agregaron 20 
pI de la dilución del conjugado, se incubaron 
nuevamente durante 30 minutos a 37 "C y se 
lavaron dos veces con PBS durante cinco minutos 
y unavez con agua destilada durante 5 segundos. 
Se adicionó glicerina a cada placa de IFI 
sensibilizada en cantidad suficiente para fijar las 
láminas cubreobjetos y, finalmente, se procedió 
a la lectura. Inicialmente, todos los sueros se 
sometieron a un tamizaje de anticuerpos a una 
dilución de 1: 32 y, posteriormente, los sueros 
que dieron títulos positivos, se diluyeron hasta 1: 
512. 
Lectura e interpretación. La lectura se realizó 
en un microscopio de fluorescencia marca Leitz. 
Se consideró como título final la mayor dilución 
del suero en la cual se presentaba fluorescencia 
nítida (intensidad mayor de 50% en toda la 
superficie del parásito). Se estableció como 
dilución no reactiva aquella en la cual no se 
observaba fluorescencia de los parásitos o un 
título menor de 1:32 y, como dilución reactiva, a 
aquella con un título mayor o igual a 1:32 para 
lg G. 
Análisis estadístico 
Se basó en el análisis de las asociaciones entre 
las diferentes variables epidemiológicas e 
inmunológicas de los donantes del banco de 
sangre incluidos en el estudio. Se hizo el estudio 
de las razones de prevalencia. Este análisis se 
realizó con la ayuda del programa Epilnfo, versión 
6,04. 
de 31 años; 115 (29,3%) eran mujeres y 277 
(70,7%) hombres. En total, 72 donantes (18,4%) 
relataron haber estado en zona endémica para 
malaria y, de ellos, 37 (51,4%) estuvieron menos 
de 1 año; 24 (33,3%) entre 1 y 5 años y 11 (1 5,3%) 
habían permanecido durante más de 5 años en 
la zona endémica. 
De los 72 donantes que habían estado en zona 
malárica, 17 (24%) refirieron haber dejado el área 
menos de 1 año antes del estudio, 28 (39%) entre 
1 y 5 años, 16 (22%) entre 5 y 10 años y 11 (15%) 
más de 10 años antes. De estos mismos 72 
donantes, 13 (18%) relataron haber sufrido, por 
lo menos, un ataque de malaria en su vida. Por 
otra parte, un donante, entre 320, relató haber 
sufrido de malaria y no haber estado en zona 
endémica. El cuadro 1 muestra la distribución por 
sexo de los donantes que relataron haber estado 
en zona endémica y los que tenían antecedentes 
palúdicos. 
El 100% de las gotas gruesas realizadas a la 
sangre de los 392 donantes resultaron negativas 
para especies de Plasrnodium y todas fueron 
también negativas para el virus de inmuno- 
deficiencia humana, hepatitis B, hepatitis C, 
enfermedad de Chagas y sífilis, excepto una 
muestra que resultó positiva para enfermedad de 
Chagas, la cual presentó anticuerpos anti- 
maláricos de tipo IgG con un título de 1 :32. 
En el examen para detectar anticuerpos 
antimaláricos tipo IgG por inmunofluorescencia 
indirecta se encontraron títulos positivos en 7 
personas (1,8%): dos donantes presentaron 
Cuadro 1. Número y porcentaje de donantes que estuvieron 
en zona endémica o tenían antecedentes de malaria, según el 
sexo. 
Sexo Número y Zona Antecedentes 
(porcentaje) endémica de malaria 
Si No Si No 
Hombre 277(71) 58 219 13 264 
Mujer 115(29) 14 101 1 114 
Total 392(100) 72 320 14 378 
Resultados 
Los 392 donantes tenían edades comprendidas 
entre los 18 y 60 años, con un promedio de edad 
X2M-H=4,15 X2 Fisher lC=0,0497535 
p= 0,0415642 X2 Fisher 2c= 0,0750528 
XZYa!es= 3,60 
p= 0,0577989 
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Cuadro2. Características epidemiológicas de los siete donantes positivos para IgG ant-Plasrnodiurnpor IFI. 
Donantes oositivos 
Sexo F M F F M M M 
Edad(años) 39 28 48 19 26 58 23 
Estadíazonaendémica (años) NO NO NO >5 >5 NO <1 
Antecedentede malaria NO NO NO NO SI NO Si 
Salida de zonaendémica (años) NO NO NO 3 4 NO 5 
NO: el donante no estuvo en zona endémica. 
títulos de 1:32, dos tenían títulos de 1:64, uno 
con títulos de 1:128 y dos con títulos de 1:256. 
En el cuadro 2 se muestran las características 
epidemiológicas de los donantes positivos para 
anticuerpos antimaláricos por IFI. El 57% de los 
sueros positivos es de hombres; 43% pertenece 
a personas que habían estado en zona malárica 
y 29% corresponde a personas con antecedentes 
personales de haber sufrido la malaria años atrás. 
De los 72 donantes que relataron haber estado 
en zona endémica para malaria, sólo 3 (4,1%) 
presentaron títulos positivos para anticuerpos 
antimaláricos y, de los 14 donantes (3,57%) con 
historia previa de malaria, sólo 2 (14,2%) 
presentaron anticuerpos positivos (cuadros 3 y 
4). No existe asociación estadísticamente 
significativa entre el resultado de los anticuerpos 
(positivo/negativo) y lavariable "antecedentes de 
estadía en zona endémica para malaria", en tanto 
que sí existe tal asociación con la variable 
"antecedentes de haber sufrido malaria". 
Hay asociación significativa entre la variable 
"tiempo de permanencia en zona endémica de 
malaria" y la variable "resultado de IFI" (cuadro 5). 
Al comparar los promedios de tiempo transcurrido 
después de haber abandonado la zona endémica 
de malaria de quienes tienen IFI positiva o 
negativa, se encuentra que no hay diferencia 
estadísticamente significativa, (X2= 0,029; gl=l ; 
p:0,864572). 
Discusión 
La seropositividad de 1,8% de anticuerpos 
antimaláricos de tipo IgG por IFI en una muestra 
de 392 sueros de donantes voluntarios del banco 
de sangre del Hospital Universitario San Vicente 
de Paúl, es un poco menor de 1,98%, encontrado 
Cuadro 3 Res.. imu oe d Ir pd'~ta ,  i c.i'prs d r i l  -P , r j i i i~ -  
o.,riincrj .n .?nir:cocnicsric pcrini,ieic s cniona -2 a'ca 
Zonaendémica IFI Total 
Positiva Negativa 
Presente 3 69 72 
Ausente 4 316 320 
Total 7 385 392 
RD: 3.49: intervaio de confianza de 95%: 0.59-18,9 
X2 Fisher 2 coias p=0,1193038 
Cuadro 4. Resultado de la IFI para anticuerpos anti-Plasmo- 
dium según tiempo de permanencia en zona endémica de 
malaria. 
Permanencia en IFI Total 
zonaendémica Positiva Negativa 
Menos de 1 año 1 36 37 
1 a 5 años O 24 24 
MásdeSaños 2 9 11 
Total 3 69 72 
X2= 6,65; gl= 2; p= 0,03591 617 
Cuadro 5. Resultado de IFI para anticuerpos anti-Plasmo 
diumsegún antecedentes de malaria. 
Malaria IFi Total 
Antecedentes Positiva Negativa 
Presente 2 12 14 
Ausente 5 373 378 
Total 7 385 392 
RD: 12.43; intervalo de confianza de 95%: 1,47-86,42 
X2 Fisher2 colas p= 0,0224848 
en un estudio realizado en Sao Paulo (Brasil) en 
una muestra de 11 64 donantes aptos (39) y un 
poco mayor a 1,7%, hallado enVenezuela en una 
muestra de 890 donantes de diferentes áreas 
geográficas del país (40). 
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En nuestro estudio, no se hizo seguimiento a las 
unidades de sangre recolectadas, por lo que 
desconocemos la aparición de algún caso de 
malaria transfusional ocasionada por alguna de 
estas unidades; además, en el HUSVP no se 
llevan registros de los casos de malaria inducida 
por transfusiones y, por tanto, no hay conoci- 
miento sobre la real incidencia de dichos casos 
en el Hospital. 
No se presentó relación entre la edad y el sexo y 
la positividad de los títulos de anticuerpos 
antimaláricos; éstos se distribuyeron en forma 
similar en ambos sexos (mujeres 43% y 57% en 
hombres) y en el rango comprendido entre 19 y 
58 años de edad. 
Cabe destacar que 57% (4 casos) de los sueros 
positivos para anticuerpos antimaláricos, 
pertenecían a personas que afirmaron no haber 
estado en zona endémica para malaria; esto 
podría indicar que tales donantes posiblemente 
no informaron la verdad en el momento de la 
encuesta, o no recordaron sus episodios 
anteriores de malaria, o no saben cuáles son las 
zonas endémicas para malaria; estas fallas 
también se han informado en otros trabajos (5, 
41). 
De los 72 donantes que afirmaron haber 
permanecido en zona endémica para malaria, 
sólo 3 (4,1%) presentaron títulos positivos para 
anticuerpos antimaláricos, lo cual no se relaciona 
compietamente con lo informado por otros 
estudios, que indican que la prevalencia de 
anticuerpos antimaláricos es alta en personas de 
áreas endémicas para malaria sometidas a una 
contínua exposición y al constante reto antigénico, 
que les permite desarrollar una inmunidad para 
malaria (39, 42, 43); sin embargo, cabe resaltar 
que los donantes de nuestro trabajo tenían meses 
o años de no residir en zonas endémicas y, por 
tal motivo, sus títulos de anticuerpos antimaláricos 
pudieron haber descendido. Lo mismo pudo haber 
sucedido con aquellos donantes que afirmaron 
haber sufrido malaria en el pasado y que no 
presentaron títulos de anticuerpos antimaláricos 
positivos, pues se ha visto que los títulos 
disminuyen gradualmente cuando cesa el 
estímulo e inmediatamente después de la cura 
parasitoiógica con un tratamiento adecuado 
contra la malaria (44, 45). Se encontró que los 
tres donantes positivos para anticuerpos 
antimaláricos que habían estado en zona 
endémica, la habían abandonado hacía más de 
tres años y, a pesar del tiempo transcurrido, 
persistían sus títulos de anticuerpos; factores 
tales como la capacidad de memoria del sistema 
inmune de cada persona, sumada a la intensidad 
de la exposición frente al Plasmodium, podrían 
ser una explicación de la persistencia de dichos 
anticuerpos. Lo anterior estaría respaldado por 
el hecho de que dos de esos donantes tenían 
antecedentes de haber sufrido malaria. 
Es frecuente encontrar, en donantes asinto- 
máticos provenientes de áreas endémicas para 
malaria, parasitemias muy bajas, no detectables 
mediante la gota gruesa (39, 46), lo cual podría 
suceder en el presente estudio, en el cual el 100% 
de las gotas gruesas examinadas fueron 
negativas para malaria. En este estudio se 
encontró que dos donantes seropositivos tenían 
títulos de 1 :256; según la literatura, estos títulos 
podrían sugerir infección activa o reciente (4,47). 
En la actualidad, el banco de sangre del HUSVP. 
acepta como donante de sangre a la persona que 
aprueba una encuesta epidemiológica en la cual 
se rechaza a quien se le ha diagnosticado la 
enfermedad y no ha recibido tratamiento 
antimalárico, al residente de zona endémica que 
lleve por fuera de la zona menos de 3 años y al 
viajero de áreas endémicas que haya llegado de 
ellas en el transcurso del año anterior; tales 
requisitos se ajustan a lo dispuesto en el manual 
de bancos de sangre (48). En el banco de sangre 
del HUSVP no se realizan rutinariamente pruebas 
de laboratorio para descartar malaria, como gota 
gruesa o extendido, ni se realizan pruebas 
serológicas como IFI, que proporcionen un poco 
más de seguridad en el momento de decidir si 
una determinada unidad de sangre se puede 
utilizar. 
Es muy importante que los hospitales identifiquen 
y lleven un registro escrito de todos los casos de 
malaria transfusional (sospechosos o confir- 
mados), ya que sólo así podríamos conocer la 
verdadera magnitud de este problema de salud 
pública. Consideramos que es importante dar a 
conocer a los donantes, en forma clara y precisa, 
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cuáles son los municipios en el departamento que 
presentan malaria; esta lista podría ir anexada 
en la encuesta del banco de sangre y así se 
mantendrían informados trabajadores y donantes. 
Igualmente, se propone realizar una encuesta que 
consigne aspectos como el lugar habitual y el 
tiempo de residencia, los antecedentes de haber 
sufrido malaria, fecha del último episodio de ma- 
laria, la ingestión de fármacos antimaláricos, los 
antecedentes de viajes a áreas maláricas y el 
tiempo de permanencia en esas áreas, los 
antecedentes de transfusiones de sangre o 
hemoderivados, las hospitalizaciones, así sea por 
motivos diferentes a la malaria, y que ésta se 
complemente con exámenes de gota gruesa y 
pruebas serológicas de determinación de 
anticuerpos antimaláricos en personas cuya 
encuesta las haga sospechosas de ser 
potenciales transmisores de parásitos de malaria. 
Estos aspectos ofrecerían un mayor grado de 
seguridad al utilizar sangre para transfusiones, 
especialmente, en receptores inmunosuprimidos 
en quienes la infección malárica es más grave, (49). 
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